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A produção de águas residuais urbanas tem vindo a aumentar em todo o mundo, 
uma vez que, com o aumento da população e da indústria, há cada vez mais cidades 
com Estações de Tratamento de Águas Residuais (ETARs). 
O tratamento de águas residuais consiste numa combinação de processos 
biológicos, químicos e físicos, que têm como objetivo degradar resíduos orgânicos e 
destruir ou inativar um grande número de microrganismos patogénicos. 
Os trabalhadores das ETARs e os moradores das zonas circundantes poderão 
estar expostos a vários perigos para a saúde, devido à propagação, pelo ar, de 
microrganismos patogénicos, endotoxinas, odores e partículas.  
Na última década os perigos para a saúde, associados às ETARs, têm 
apresentado cada vez maior importância, e não existe legislação específica que regule os 
limites de exposição ocupacional (LEOs) para os microrganismos presentes no ar interior. 
Desta forma, é necessário o desenvolvimento de técnicas capazes de inativar 
eficazmente os microrganismos presentes no ar. A fotocatálise tem mostrado ser uma 
boa opção para esta inativação, uma vez que é possível realizar esta técnica à 
temperatura e pressão ambiente, é de baixo custo e também pode ser usada a luz solar. 
O objetivo deste estudo foi avaliar a eficácia da utilização de processos 
fotocatalíticos para a inativação de microrganismos (bactérias e fungos) usando os 
catalisadores dióxido de titânio (P25, Evonik-Degussa GmbH) e óxido de zinco (ZnO, 
Evonik), em fase líquida. A utilização da fase líquida tem como finalidade a otimização 
das condições de ensaio, para a realização posterior dos ensaios em fase gasosa e 
adequação ao ar de ETARs urbanas. 
Foi possível concluir que a taxa de sobrevivência dos microrganismos em estudo 
diminuiu com o aumento da concentração de catalisador e com o aumento no tempo de 
exposição à radiação UVA. De uma forma geral, o P25 apresenta um melhor 
desempenho na inibição do crescimento dos microrganismos.  
Desta forma, mostrou-se que é possível a descontaminação em fase líquida com 
a utilização dos sistemas UV/P25 e UV/ZnO. 
 
Palavras-chave: Estação de Tratamento de Águas Residuais; bioaerossóis; 





           The production of wastewater, and consequently the number of wastewater 
treatment plants is increasing all over the world, due to the increasing global population 
and industry, therefore there are more cities with Wastewater Treatment Plants. 
          The wastewater treatment consists of a combination of biological, chemical, and 
physical processes to degrade organic wastes and destroy or inactivate a large number of 
pathogenic microorganisms. 
           Workers and population in surrounding areas may be expose to several health 
hazards associated with the wastewater treatment, like airbone pathogens, endotoxins, 
odors, and particles. 
           During the last decade there was an increasing attention to the health hazards 
related to wastewater treatment, but there is not a specific legislation that establishes the 
occupational exposure limits for biological agents present in indoor air. 
           It is necessary to develop effective techniques for the elimination of airborne 
microorganisms. Photocatalysis is a good option, because this technique can be 
performed at room temperature and pressure, is low cost, and it can be performed with 
solar light. 
           The aim of this study was to evaluate the efficiency of the photocatalytic processes 
for the inactivation of microorganisms (bacteria and fungi) using as catalysts the titanium 
dioxide (P25, Evonik-Degussa GmbH) and the zinc oxide (ZnO, Evonik), in liquid phase. 
The liquid phase was used to optimize the conditions for future gas phase experiments, in 
order to adequate to the air of the wastewater treatment plants. 
           It was possible to conclude that the survival rate, of the studied microorganisms, 
decreased with the increasing of catalyst concentration and exposure time to UVA 
radiation. In general, the P25 catalyst was more efficient in inactivating the 
microorganisms. 
           This way it was demonstrated a possibility of liquid phase decontamination using 
the systems UV/P25 and UV/ZnO. 
 
Key words: Wastewater Treatment Plant; bioaerossols; photocatalysis; titanium 







1.1 Estação de Tratamento de Águas Residuais (ETAR) 
 
As águas residuais são compostas por vários materiais orgânicos e inorgânicos, 
químicos, nutrientes, entre outros. A composição das águas residuais varia de dia para 
dia. Os seus componentes podem diferir consoante a sua localização, estrutura, estação 
do ano e altura do dia. O tratamento de águas residuais é um processo em que é difícil 
controlar o que chega, mas é necessário controlar rigorosamente o que sai, em termos de 
produtos resultantes do tratamento ou do ar que é modificado durante o mesmo (1). 
À luz da legislação atual as descargas de águas residuais têm que cumprir os 
requisitos do Decreto de Lei nº 236/98 (Anexo XVIII), que estabelece normas, critérios e 
objetivos de qualidade com a finalidade de proteger o meio aquático e melhorar a 
qualidade das águas em função dos seus principais usos (2). 
O Decreto de Lei nº 152/97, que se aplica à recolha, tratamento e descarga de 
águas residuais urbanas no meio aquático, define os tipos de águas residuais segundo a 
sua origem bem como a existência de zonas sensíveis e menos sensíveis para a 
descarga de águas residuais. As águas residuais são assim classificadas como (3): 
• Águas residuais domésticas: as águas residuais provenientes de serviços e 
instalações residenciais, essencialmente provenientes do metabolismo 
humano e de atividades domésticas; 
• Águas residuais industriais: as águas residuais provenientes de qualquer tipo 
de atividade que não possam ser classificadas como águas residuais 
domésticas nem sejam águas pluviais; 
• Águas residuais urbanas: as águas residuais domésticas ou a mistura destas 
com águas residuais industriais e com águas pluviais. 
As águas residuais industriais são sujeitas a um pré-tratamento para entrarem nas 
ETARs urbanas, por forma a que se assemelhem às águas residuais domésticas.  
Segundo do Decreto de Lei nº 152/97 para a descarga de águas residuais em 
zonas sensíveis (ex.: lagos naturais de água doce) é necessário que tenham sofrido um 
tratamento terciário. Por outro lado, para a descarga de águas residuais em zonas menos 
sensíveis (ex.: águas costeiras) apenas é necessário tratamento primário.  
Para o controlo tanto da entrada como da saída das águas residuais das ETARs, 
o Decreto de Lei nº 152/97 define métodos de controlo e avaliação dos resultados. Os 
requisitos para as descargas de águas residuais, tanto em zonas menos sensíveis como 
em zonas sensíveis, estão definidos e compreendem a determinação da carência 
bioquímica de oxigénio, carência química de oxigénio, total de partículas em suspensão, 
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com o acréscimo das determinações do fósforo e azoto total para a descarga em zonas 
sensíveis (3).  
O principal objetivo de uma ETAR é permitir que as águas residuais possam ser 
eliminadas sem apresentarem perigo para a saúde humana ou para a natureza. A figura 
do Anexo 1 representa esquematicamente uma ETAR. A ETAR que se encontra 
representada é uma ETAR fechada. 
Durante os tratamentos realizados numa ETAR existe formação de bioaerossóis, 
que levam à propagação de microrganismos pelo ar. Os bioaerossóis são partículas de 
origem biológica contendo microrganismos viáveis e não viáveis, que são transportadas 
pelo ar em suspensão, tais como esporos fúngicos, bactérias, poléns, vírus e os seus 
fragmentos, endotoxinas, micotoxinas, peptidoglicano e (1,3)-beta-D glucanos (4). 
Uma das dificuldades que se encontra ao estudar o ar que circula nas ETARs, 
prende-se com o facto das ETARs apresentarem infraestruturas diferentes entre si, ou 
seja, podemos encontrar ETARs a céu aberto, outras totalmente fechadas e ainda outras 
que possuem partes abertas e fechadas. Estas diferenças estruturais vão afetar a 
propagação dos microrganismos, o que torna difícil a comparação dos resultados dos 
vários estudos que têm sido realizados nesta área. 
 
1.2 Processos de Tratamento 
3.2.1 Tratamento Preliminar 
 
O objetivo do tratamento preliminar é eliminar sólidos grosseiros ou outros materiais 
encontrados nas águas residuais. 
Há passagem pela gradagem, tamização (ou peneiração), desarenação e 
desengorduramento (5-7). 
Apesar deste passo não ser essencial, a remoção destes materiais é necessária para 
aumentar e manter a eficiência dos tratamentos subsequentes, e para que os sólidos 
maiores não causem danos na maquinaria da ETAR (7). 
 
1.2.2     Tratamento Primário 
 
Nesta fase dá-se a remoção de sólidos orgânicos e inorgânicos sedimentáveis, por 
decantação, e de materiais flutuantes. Este tratamento pode ser efetuado em tanques 
abertos, onde a velocidade transmitida ao efluente é controlada por forma a permitir a 
deposição da matéria sólida no fundo para posterior remoção (7). 
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1.2.3  Tratamento Secundário 
 
O objetivo principal desta fase é a separação física dos sólidos orgânicos 
(biomassa) da água depurada, sendo conseguido através de um tratamento biológico 
seguido de uma decantação secundária (7). Pode-se dizer que nesta fase existe uma 
simulação do que acontece na natureza, onde os microrganismos degradam a matéria 
orgânica, floculam e sedimentam. Várias bactérias, fungos e protozoários são utilizados 
para o tratamento biológico. 
 
1.2.4  Tratamento Terciário ou Tratamento Avançado 
 
Esta fase de tratamento é usada quando os poluentes específicos das águas 
residuais não foram eliminados durante o tratamento secundário, sendo necessária a sua 
posterior remoção. São necessários processos individuais de tratamento para remover 
azoto, fósforo, metais pesados, sólidos dissolvidos, microrganismos, entre outros (8). 
 As opções de desinfeção a que se recorre, antes da eliminação do efluente para o 
meio ambiente ou para outros fins (ex.: agricultura), são basicamente adição de 
oxidantes/desinfetantes, tal como ozono, a cloragem e desinfeção/esterilização por 
radiação ultravioleta (7). Tanto a desinfeção por cloragem como por radiação UV pode 
trazer problemas, uma vez que os microrganimos podem voltar a crescer, significando 
que não são eliminados. A desinfeção por radiação UV tem sido bastante utilizada uma 
vez que evita duas grandes desvantagens dos desinfetantes com cloro, i) riscos de 
segurança durante o transporte, armazenamento e manuseamento de cloro, ii) potencial 
formação de produtos carcinogénicos, como o triclorometano. Para além disso, a 
desinfeção por radiação UV traz algumas vantagens como ser segura para o ambiente, 
não eliminando compostos perigosos para a água e para os humanos e tempo de contato 
mais curto. Apesar das vantagens da desinfeção por radiação UV, tem sido demonstrado 
que se a água for muito turva a desinfecção não é eficiente. Por outro lado, pode 
acontecer que os microrganismos possam “reparar” e reverter o mecanismo destrutivo da 
radiação UV por foto-reativação (9, 10).  
 
1.2.5     Tratamento das Lamas 
 
Durante os processos descritos anteriormente são acumulados sólidos e bio-
sólidos (lamas) que devem ser tratados e dispostos de uma forma segura. As lamas 
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tendem a concentrar metais pesados, compostos orgânicos pouco biodegradáveis e 
organismos potencialmente patogénicos, que estão presentes nas águas residuais (8). 
 O tratamento das lamas tem como objetivo a redução da matéria orgânica, de 
odores e de microrganismos potencialmente patogénicos. Os tratamentos mais comuns 
são a remoção de água seguida de estabilização. A remoção de água pode ser feita 
através de secagem com ar, vácuo, centrifugação e prensa de filtragem. A estabilização 
de lamas pode ser realizada através de diversos processos, tais como, compostagem, 
digestão aeróbia ou anaeróbia, adição de cal, e secagem por calor (11). 
 
1.3 Perigos Associados às ETARs 
 
Os trabalhadores e a população circundante das ETARs estão expostos todos os 
dias a variados perigos, tais como, gases, endotoxinas e exotoxinas, químicos, 
alergénios e microrganismos potencialmente patogénicos (1). 
 
Nesta dissertação serão focados apenas os perigos biológicos relacionados com 
alguns microrganismos potencialmente patogénicos, bactérias e fungos, transmitidos pelo 
ar sob a forma de bioaerossóis. 
 
1.3.1    Bactérias e Fungos  
 
Os microrganismos patogénicos podem entrar numa ETAR de diversas formas, 
uma vez que estes podem ser encontrados nas fezes de animais e humanos, fazendo 
parte da sua flora comensal. Também podem estar presentes nas águas provenientes 
dos banhos, lava loiças, lavatórios, entre outros (1). Assim, as ETARs refletem o perfil de 
microrganismos existentes na população que servem. Sendo que no caso de se referir a 
uma ETAR que serve uma unidade hospitalar o perfil de microrganismos, presentes nas 
águas residuais, vai depender do número de pacientes e das suas doenças, bem como 
dos tipos de atividades hospitalares (12). 
 A microflora de uma ETAR é muito variada, sendo encontrados os mais diversos 
tipos de microrganismos. Podem ser encontrados diversos tipos de bactérias, 
pertencentes aos géneros Aeromonas, Acinetobacter, Campylobacter, Clostridium, 
Enterobacter, Enterococcus, Escherichia, Klebsiella, Mycobacterium, Pantoeae, 
Pseudomonas, Serratia, Staphylococcus, Salmonella, Shigella e Vibrio e diversos tipos 
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de fungos pertencentes aos géneros Alternaria, Aspergillus, Cladosporium, Penicillium, 
Trichoderma, Candida, Cryptococcus, Geotrichum e Rhodotorula (11). 
Os coliformes fecais, que pertencem à família Enterobacteriaceae,  fazem parte 
da microflora intestinal dos humanos e, por isso, estão presentes em grande número nas 
águas residuais (13). Os coliformes fecais, tais como as espécies dos géneros 
Citrobacter, Enterobacter, Escherichia e Klebsiella, são indicadores importantes para a 
avaliação da segurança bacteriológica da água potável, águas de recreação e alimentos. 
Para além disso, a quantidade de Enterobacteriaceae presente nas águas residuais, de 
ETARs e hospitais, serve como indicador do grau de eficiência do tratamento das águas 
(1, 14). Sendo as Enterobacteriaceae bactérias Gram-negativas, apresentam 
lipopolissacarídeo (LPS) na membrana exterior da sua parede celular. Estes LPSs, 
potencialmente tóxicos, são também referenciados como endotoxinas, e são libertados 
na lise celular. A exposição a endotoxinas transmitidas pelo ar pode causar fadiga crónica 
e/ou febre aguda e reações inflamatórias no sistema respiratório (14). 
Legionella pneumophila é um importante microrganismo patogénico que pode 
estar presente nas ETARs, uma vez que o seu habitat é água e é transmitida por 
inalação. Blatny e seus colaboradores demostraram que os bioaerossóis gerados durante 
o tratamento biológico de águas residuais podem conter Legionella pneumophila, que 
posteriormente poderá ser inalada (15). Mycobacterium tuberberculosis, que também é 
um importante patogénico, responsável pela tuberculose, já foi encontrado no ar de 
ETARs (16).  
 A quantidade de microrganismos patogénicos e a composição qualitativa depende 
do tipo de população que a ETAR serve. Uma pessoa infectada ou colonizada excreta 
microrganismos nas fezes, podendo conter, em média, 108 células de E. coli, 106 células 
de Salmonella, 106 células de Shigella, 107 células de Campylobacter, por grama de 
fezes. As fezes de animais homeotérmicos também podem constituir uma fonte de 
contaminação de microrganismos patogénicos (17). 
 A quantidade e o tipo de microrganismos patogénicos presentes dependem da 
origem dos resíduos e do tipo de processos de tratamento. Apesar dos tratamentos 
aeróbios e anaeróbios reduzirem o número de bactérias, alguns microrganismos 
patogénicos podem persistir. Existe evidência de que os tratamentos aeróbios e 
anaeróbios removem coliformes fecais das águas residuais, com uma eficiência de 90 a 
99,9%. Isto demonstra que apesar de existir uma eliminação significativa de 





1.3.2    Bactérias Resistentes aos Antibióticos 	  
Com o crescente aumento de bactérias resistentes aos antibióticos, as ETARs são 
importantes reservatórios destas bactérias, podendo levar a que os trabalhadores 
colonizados propaguem essas mesmas bactérias pela população. 
O ambiente nutritivo das ETARs é ótimo para o crescimento bacteriano. Nas 
ETARs existe uma grande densidade de microrganismos, resistentes ou não aos 
antibióticos, e uma grande diversidade de biofilmes que facilitam a troca genética entre os 
microrganismos presentes. Estes fatores aliados ao facto de nas águas residuais estarem 
presentes agentes antimicrobianos, leva a que se reúnam condições favoráveis à seleção 
de bactérias resistentes (18). Apesar de se saber que as ETARs criam um meio propício 
ao crescimento de bactérias resistentes aos antibióticos, não se sabe quais são os 
mecanismos que levam ao aumento seletivo dessas bactérias (18). 
Alguns estudos revelam que nas ETARs estão presentes vários plasmídeos 
associados a genes de resistência bacteriana, que poderão ser transferidos para outras 
bactérias e serem disseminados entre outras comunidades bacterianas (19). Neste 
estudo, realizado por Schluter (2007) e seus colaboradores, foi mostrado que uma grande 
percentagem (89%) dos coliformes multirresistentes aos antibióticos, isolados das 
ETARs, poderão, parcial ou completamente, transferir a sua resistência para estirpes 
recetoras (19). 
Sendo assim, sabe-se que as águas residuais contêm tanto bactérias resistentes 
aos antibióticos como resíduos de antibióticos, mistura esta que sob certas condições 
favoráveis, como elevado grau de nutrientes e contato próximo entre as bactérias, pode 
promover a disseminação da resistência bacteriana aos antibióticos. 
A quantidade de bactérias resistentes aos antibióticos, nas águas residuais não 
tratadas e tratadas das ETARs, sofre variações abruptas de dia para dia, o que dificulta 
que haja conclusões definitivas relativas à influência do tratamento das águas residuais 
no aumento ou diminuição da prevalência da resistências aos antibióticos (20). 
Tem sido referido que a densidade de bactérias resistentes aos antibióticos, no 
meio ambiente, representa o maior fator para disseminação de resistência aos 
antibióticos. Considerando este argumento, a grande quantidade de bactérias resistentes 
aos antibióticos no afluxo de águas residuais será importante para a propagação de 
resistência aos antibióticos através das ETARs. Em resumo, três causas principais 
contribuem para a disseminação de resistência aos antibióticos pelas ETARs (20): 
a) A presença de bactérias resistentes aos antibióticos no afluxo de águas residuais, 
com possível mecanismo de dose-resposta; 
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b) As variações da eficiência dos processos de tratamento de águas residuais, para 
a remoção de bactérias, nomeadamente, aquelas que possuem resistência aos 
antibióticos; 
c) O potencial aumento, ou diminuição, da resistência bacteriana aos antibióticos 
depois do tratamento das águas residuais, que podem diferir entre os vários 
grupos de bactérias resistentes aos antibióticos. 
No que diz respeito ao ponto a), quanto maior a carga de bactérias resistentes aos 
antibióticos nas águas residuais, maior pode ser a quantidade de bactérias resistentes no 
efluente tratado. Por exemplo, as águas residuais hospitalares, que se supõe que 
contenham uma maior quantidade de microrganismos resistentes aos antibióticos, 
representam um fornecedor importante de resistências para o meio ambiente. Em geral, 
pode-se admitir a hipótese que as ETARs que recebem maiores cargas de bactérias 
resistentes aos antibióticos, por exemplo efluentes hospitalares, levarão a uma maior 
propagação de resistência aos antibióticos para o meio ambiente. No caso do ponto b), a 
eficiência do processo de tratamento das águas residuais na remoção de bactérias 
depende de vários fatores, como o tipo de tratamento biológico, o tempo de residência 
hidráulica, isto é, períodos mais longos podem favorecer a troca de genes de resistência 
aos antibióticos, e o volume de águas residuais tratadas por dia (20). 
No que diz respeito ao ponto c), sabe-se que o tratamento de águas residuais 
pode impor uma reorganização das populações bacterianas, e por isso a resistência aos 
antibióticos, existente nos diversos grupos de bactérias, pode ser selecionada / eliminada 
de forma diferente durante o tratamento das águas residuais. Por outro lado, o potencial 
efeito da pressão seletiva, imposta pelos diferentes antibióticos, pode variar de acordo 
com as suas propriedades (como a solubilidade, a adsorção, a biodegradabilidade, entre 
outras) e, por isso, entre o mesmo grupo de bactérias, os organismos tolerantes a um 
fármaco podem comportar-se de forma diferente em relação a outros que sejam 
tolerantes a outro antibiótico. Em resumo, a carga de bactérias resistentes aos 
antibióticos, num efluente tratado, não é necessariamente a mesma para os vários 
antibióticos e grupos de bactérias (20). 
Como já foi referido, supõe-se que as águas residuais hospitalares possuam uma 
maior quantidade de bactérias resistentes aos antibiótico. Sendo assim, e à luz da 
legislação nacional atual, a sua descarga não pode ser feita diretamente para o meio 
ambiente. É aconselhado que, quando possível, as águas residuais hospitalares passem 
por uma Estação de Tratamento de Águas Residuais Infetadas (ETARI). As ETARIs são 
particularmente importantes nos hospitais com a valência de doenças infetocontagiosas, 
uma vez que há maior produção de águas residuais hospitalares infetadas.  
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As águas residuais infetadas incluem todos os efluentes em que existem 
componentes biológicos e/ou microbiológicos, que alterem significativamente as 
características típicas de um efluente doméstico, tais como restos de sangue e outros 
fluidos orgânicos, onde poderão existir quantidades significativas de microrganismos 
patogénicos, nomeadamente espécies multirresistentes (21). 
 
1.3.3    Fungos 	  
As águas residuais e as lamas são meios ricos em nutrientes o que leva a que 
sejam o habitat ideal para muitos microrganismos, entre eles os fungos. Estes meios 
levam ao crescimento de fungos saprófitas, bem como de fungos potencialmente 
patogénicos e que podem afetar negativamente a saúde humana (22). 
A informação sobre a quantidade de fungos em águas residuais não tratadas, e 
durante as várias fases de tratamento das mesmas, é escassa (22).  
Alguns fungos podem ser aerossolizados durante os várias processos de 
tratamento nas ETARs, sendo depois inalados, pelos trabalhadores e população 
circundante, e podendo causar doenças. Os mais preocupantes são Aspergillus 
fumigatus, Blastomyces spp. e Histoplasma spp., pelo facto de poderem causar doenças 
respiratórias. Aspergillus fumigatus é o principal agente etiológico da aspergilose, que é 
uma doença pulmonar crónica debilitante, ou de uma infeção aguda invasiva (1). Para 
além de poderem constituir a etiologia de infeções respiratórias ou invasivas, os fungos e 
os seus esporos presentes no ar podem causar doenças respiratórias devido à produção 
de compostos orgânicos voláteis durante o seu metabolismo normal (23). 
Alguns estudos realizados nas ETARs, para a quantificação de fungos, mostram 
que normalmente são encontrados bolores nas águas residuais, sendo o género 
Penicillium, fungos da família Mucoraceae (Absidia, Mucor, Mortiella e Zygorhynchus) e 
Geotrichum (Geotrichum candidum) os mais comuns. Relativamente às leveduras, os 
géneros mais comuns são: Candida (Candida albicans, Candida krusei), e 
Saccharomyces spp. (22). 
Cyprowski e seus colaboradores encontraram uma maior quantidade de fungos do 
género Aspergillus (35%), sendo que Aspergillus fumigatus foi encontrado em todas as 
fases do tratamento da ETAR. Para além disso, este estudo também revelou que a maior 
quantidade de fungos, contidos em bioaerossóis, foi encontrada durante o tratamento de 
lamas e a menor nas fases de tratamento biológico (24).  
É muito importante que se conheça o tipo de fungos que existem nas ETARs para 
que se perceba quais são os perigos a que os trabalhadores podem estar expostos. 
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Contudo, numa outra perspetiva, tem sido proposta a utilização de fungos 
filamentosos para o tratamento de águas residuais. Esta hipótese pretende demonstrar a 
possibilidade do uso de alguns fungos filamentosos para a biofloculação, redução de 
sólidos e de microrganismos patogénicos, e remoção e degradação de compostos tóxicos 
(25). 
 
1.4 Propagação dos Microrganismos – Bioaerossóis 	  
As ETARs são uma fonte de microrganismos potencialmente patogénicos 
transmitidos pelo ar. Partículas de pó, e em particular os bioaerossóis, são os principais 
meios de propagação e transmissão de microrganismos (1). 
 Bioaerossol é um termo usado para descrever partículas de origem biológica 
contendo microrganismos viáveis e não viáveis, que são transportadas pelo ar em 
suspensão, tais como esporos fúngicos, bactérias, poléns, vírus e os seus fragmentos, 
endotoxinas, micotoxinas, peptidoglicano e (1,3)-beta-D glucanos (4). Os bioaerossóis 
são partículas ubiquitárias no ar, com elevado grau de variabilidade e complexidade, 
contribuindo para cerca de 5 a 34% da poluição existente no ar interior (12). 
 O interesse em relação à exposição a bioaerossóis tem vindo a aumentar nas 
últimas décadas, uma vez que se sabe que essa exposição, quer seja ocupacional ou no 
interior das residências, está associada a vários problemas de saúde (26). 
 Várias são as profissões em que os trabalhadores são sujeitos a uma exposição 
significativa a agentes biológicos, como os trabalhadores das ETARs. Estes estão 
expostos a níveis muito altos de microrganismos e muitos estudos têm indicado a 
prevalência elevada de doenças respiratórias neste grupo profissional (26). 
 Apesar de ser reconhecida a importância para a saúde da exposição a 
bioaerossóis, o mecanismo pelo qual os agentes biológicos desenvolvem e agravam 
sintomas e doenças ainda não é totalmente conhecido. Não é claro (com a exceção de 
alguns microrganismos patogénicos específicos e alguns componentes individuais, tais 
como, endotoxinas e alergénios específicos) qual é o componente(s) que inicialmente 
provocou os efeitos. As relações dose-resposta muitas vezes não são descritas e o 
conhecimento dos valores limite não está disponível. Esta lacuna no conhecimento é 
maioritariamente provocada pela falta de métodos validados para quantificar as 
exposições (26). 
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1.5 Fatores que Influenciam a Concentração de Bioaerossóis 	  
A sobrevivência dos microrganismos nos bioaerossóis e a extensão da sua 
disseminação são ditadas por fatores bióticos, que controlam a viabilidade dos 
organismos presentes nos bioaerossóis, assim como fatores abióticos (transporte e 
dispersão de organismos) (11). 
Apesar de o ar atmosférico ser o meio natural dos bioaerossóis, as condições 
físicas e químicas adversas e a falha de nutrientes, tornam o ar apenas num meio de 
transferência de microrganismos e não no seu habitat privilegiado. Isto acontece devido 
ao facto de o ar atmosférico ser pobre em nutrientes, não ter um nível de humidade 
elevado e ter níveis elevados de radiação UV (27). A maior densidade de microrganismos 
no ar encontra-se diretamente acima da superfície dos solos, especialmente nas áreas 
residenciais, durante os verões mais secos e com vento moderado. A chuva remove, 
temporariamente, os microrganismos do ar (11). 
 A quantidade de bioaerossóis emitidos por uma ETAR é influenciada pelos 
materiais que estão a sofrer tratamento, pelos processos utilizados no tratamento de 
águas, pelos movimentos associados ao transporte, pelos equipamentos usados, pelas 
propriedades individuais do bioaerossol, pela distância da sua fonte, pela hora do dia e 
pelas condições meteorológicas (28). As condições meteorológicas que podem afetar os 
níveis de microrganismos dispersos em bioaerossóis são diversas, entre elas estão a 
temperatura, a humidade, o sol, o vento e as estações do ano (29). O sol, vento e as 
estações do ano apenas afetam as ETARs total ou parcialmente abertas. 
 São vários os estudos que relacionam as condições meteorológicas com a 
quantidade de microrganismos encontrados no ar interior das ETARs. Alguns autores 
descrevem que as temperaturas elevadas (Verão) estão relacionadas com um maior 
número de microrganismos (6, 30-32). Em contrapartida, outros autores encontraram um 
maior número de certos microrganismos no Inverno (28, 33). Ainda há outros estudos que 
referem que não existem diferenças significativas, no número de microrganismos, entre 
as diferentes estações do ano (34). Assim, a influência das condições atmosféricas e 
estações do ano poderão fazer variar não apenas número mas também o tipo dos 
microrganismos mais frequentes.  
 Vários são os processos das ETARs que produzem bioaerossóis. A sua 
concentração aumenta com o aumento do grau de arejamento e com o aumento do fluxo 
nos filtros de espessamento. Se a estes processos for associado aumento da velocidade 
do vento, a concentração e propagação de bioaerossóis também vai aumentar (1). 
13 	  
 A transferência de microrganismos da água para o ar ocorre principalmente 
durante o arejamento. Quando as bolhas de ar atingem a superfície rebentam e as 
pequenas bolhas formadas são ejetadas para cima da superfície, cerca de 15 cm (o seu 
número aumenta com o tamanho da bolha). A quantidade de bactérias nas bolhas 
ejetadas é 10 a 1000 vezes superior à da fonte de água, dependendo do tamanho da 
bolha. O tipo de arejamento também influencia a quantidade de microrganismos que 
podem ser ejetados para o ar, sendo que o arejamento mecânico gera uma maior 
produção de aerossóis que o arejamento feito por sistemas de difusão de ar (35).  
 
1.6 Métodos para a Determinação de Microrganismos em Bioaerossóis 	  
Os métodos usados para a avaliação da contaminação do ar podem ser divididos 
em: baseados em cultura, não baseados em cultura e outros métodos (11). 
 
1.6.1    Métodos Baseados em Cultura 	  
A avaliação de microrganismos patogénicos transmitidos pelo ar pode ser feito 
através da contagem dos mesmos em cultura. As culturas podem ser obtidas por impacto 
(os microrganismos são colhidos diretamente na superfície de um meio de cultura sólido), 
por choque com líquidos (os microrganismos são colhidos num liquido coletor) ou por 
métodos de filtração de ar (os microrganismos são colhidos num filtro que será depois 
colocado sobre meio de cultura adequado). Seguidamente, as colónias de bactérias e 
fungos crescem no meio escolhido, a uma temperatura definida, durante um período de 3 
a 7 dias. As colónias que crescerem podem ser contadas manualmente ou com o auxílio 
de técnicas de análise de imagem (26). 
A contagem de microrganismos em cultura traz algumas desvantagens, tais como, 
reprodutibilidade deficiente, seleção de certas espécies devido ao uso de meios seletivos 
e temperatura. Para além disso, os microrganismos não viáveis, os restos das suas 
células e os seus componentes, que não são detectados por estas técnicas, também 
podem apresentar propriedades tóxicas ou alergénicas. Ainda, a recolha de amostras por 
períodos superiores a 15 minutos não é possível na maioria dos casos, apesar de as 
concentrações no ar variarem com o tempo. Contudo, a contagem de microrganismos em 
culturas pode ser uma técnica muito sensível e muitas espécies podem ser identificadas 
(26). 
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Estes métodos permitem a obtenção de dados qualitativos muito importantes para 
uma avaliação de risco, uma vez que nem todos os tipos de bactérias e fungos 
apresentam o mesmo risco (26). A quantidade relativa de cada tipo, de bactéria ou fungo, 
poderá ser avaliada podendo ser efetuada posteriormente a sua identificação. 
 
 
1.6.2   Métodos não Baseados em Cultura 	  
Nos métodos não baseados em cultura todos os microrganismos são 
determinados, sem atender à sua viabilidade. A amostragem de bioaerossóis por estes 
métodos é baseada na filtração de ar e no choque com líquidos. Os microrganismos 
podem ser marcados com fluorocromos, por exemplo laranja de acridina, e a contagem 
feita através de um microscópio de fluorescência ou de citometria de fluxo (26). 
 As principais vantagens destes métodos incluem, poderem ser quantificados quer 
os microrganismos viáveis quer os não viáveis, os fatores de seleção são limitados e é 
possível a recolha de amostras por períodos longos. As principais desvantagens incluem 
procedimentos complicados e morosos, elevado custo económico por amostra e 
validação desconhecida (26). 
 
1.6.3  Outros Métodos 	  
Como alternativa aos métodos anteriores, podem ser quantificados os 
constituintes e metabolitos dos microrganismos, para uma estimativa de exposição 
microbiológica. Componentes tóxicos (por exemplo micotoxinas) ou pró-inflamatórios (por 
exemplo endotoxinas) podem ser medidos diretamente ou através da utilização de 
biomarcadores específicos. Estes métodos incluem técnicas baseadas em PCR e 
imunoensaios (26). 
A maioria deste métodos encontram-se em fase experimental e ainda não são 
usados em rotina e/ou comercializados. As vantagens destes métodos incluem 
estabilidade da maioria dos componentes medidos o que permite tempos de amostragem 





1.7 Fontes de Microrganismos nas ETARs 
 
Como referido, durante o arejamento os microrganismos presentes nas águas 
residuais podem sofrer aerossolização e tornarem-se uma ameaça para a saúde, quer 
dos trabalhados quer da população circundante. Os microrganismos que são transferidos 
da ETAR para o ar, na forma de bioaerossol, estão submetidos a certas condições que 
podem inibir o seu desenvolvimento. Alguns morrem rapidamente, principalmente por 
falta de água, exposição excessiva a altas ou baixas temperaturas ou são eliminados 
pela radiação solar. Contudo, alguns microrganismos desenvolvem certos atributos que 
os torna capazes de combater as condições ambientais adversas que poderiam vir a 
inibir a sua atividade biológica. Desta forma, o número de microrganismos no ar parece 
ser um dos maiores indicadores de poluição das ETARs (11). 
Alguns locais das ETARs, como as câmaras de arejamento, biofiltros e câmaras 
de coleta de areias, podem dispersar gotas de água que contêm vários microrganismos, 
como previamente descrito. Portanto, as gotas produzidas podem conter vários 
microrganismos patogénicos, alguns com a capacidade de infetar os indivíduos através 
do sistema respiratório, por inalação. O potencial risco que pode surgir da exposição a 
bioaerossóis vai depender da patogenicidade do microrganismo, da carga microbiana, 
assim como de outros fatores.  Os fatores mais importantes são as condições ambientais, 
as condições meteorológicas e a resposta imunológica do potencial receptor (11). Os 
bioaerossóis presentes no ar das ETARs têm um diâmetro aerodinâmico abaixo de 4,7 
µm. Hung e seus colaboradores (2010) observaram que a maioria das gotas com E. coli 
tinham diâmetros aerodinâmicos entre 3,3 e 4,7 µm, sendo este tamanho suficientemente 
pequeno para serem inalados e entrarem nos pulmões, o que pode provocar infeção em 
indivíduos imunocomprometidos e respostas alérgicas entre a população em geral. Pelo 
facto de estas partículas poderem ser facilmente dispersadas pelo vento, podem tornar-
se num risco biológico, não só para os trabalhadores como também para a população 
circundante (36). 
Alguns autores (17, 37), reportaram que no pré-tratamento, tratamento biológico e 
no tratamento de lamas, é onde se dá a formação de um maior número de bioaerossóis. 
Também já foi observado que o maior número de bactérias heterotróficas e 





1.8 Enquadramento Legal 	  
A última década tem sido caracterizada por um aumento significativo, a nível 
mundial, de bases de dados de bioaerossóis no ar interior. Desenvolvimento de novas 
técnicas de amostragem e métodos analíticos, assim como avanços na determinação da 
exposição a bioaerossóis, têm permitido a identificação mais precisa de fontes de 
contaminação microbiológica, avaliação da qualidade do ar interior e da presença de 
potenciais agentes perigosos. Apesar do enorme progresso científico que se tem 
assistido nos países desenvolvidos, ainda existem diversas falhas no conhecimento 
sobre a exposição a agentes biológicos, uma vez que ainda não foram estabelecidos 
oficialmente os LEOs. Deste modo ainda não é possível uma avaliação de risco eficaz, 
não sendo possível conhecer o risco real da exposição a bioaerossóis (38). 
Nas tabelas 1 e 2 estão representadas as propostas Polaca e Suíça, 
respetivamente, para estabelecimento de LEOs (38, 39).  
 
Tabela 1: Proposta Polaca para estabelecimento de limites de exposição ocupacional para vários 
componentes de bioaerossóis presentes no ar interior de ambientes industriais (adaptado de Górny e 
Dutkiewicz, 2002) 
Componente do bioaerossol Proposta de LEO  
Fungos 50 x 103 UFC/m3 
Bactérias mesófilas totais 100 x 103 UFC/m3 
Bactérias gram-negativo 20 x 103 UFC/m3 
Actinomicetos termófilos 20 x 103 UFC/m3 
Endotoxinas 200 ng/m3 (2000 EU) 
 
 
Tabela 2: Proposta Suíça para estabelecimento de limites de exposição ocupacional para vários 
componentes de bioaerossóis (adaptado de Oppliger et al., 2005). 
 
Componente do bioaerossol Proposta de LEO  
Fungos 103 UFC/m3 
Bactérias totais 104 UFC/m3 






A falta de normas e de estabelecimento de limites para a exposição a 
bioaerossóis é devida a várias razões. A relação dose-resposta ainda se mantém 
controversa em muitos aspectos. Além disso, muitas espécies de microrganismos e os 
seus produtos podem causar efeitos semelhantes e a suscetibilidade a um determinado 
perigo biológico é intrínseca a cada indivíduo. Também existe uma lacuna na 
determinação da concentração de agentes biológicos em diferentes ambientes 
ocupacionais, o que é devido principalmente à falta de meios disponíveis para realizar as 
medições, bem como à falta de métodos de amostragem e procedimentos experimentais 
estandardizados. Numa abordagem qualitativa, os padrões ou os valores limite são 
baseados nos dados clínicos da doença causada por um dado microrganismo e apenas 
tem em conta a sua presença no ambiente em estudo (40). 
 Um outro problema associado à dificuldade de estabelecimento de LEOs para 
bioaerossóis prende-se com o facto de existir muito pouca informação acerca da 
infeciosidade dos microrganismos patogénicos entéricos transmitidos pelo ar (11). 
 Em termos de legislação comunitária, apenas existe a Diretiva 2000/54/EC, 
relativa à proteção dos trabalhadores contra riscos ligados à exposição a agentes 
biológicos durante o trabalho, que requer que o empregador avalie e reduza os riscos 
biológicos no local de trabalho. Esta diretiva não estipula como interpretar os resultados 
quantitativos para uma gestão de risco dos agentes biológicos. Contudo, o Anexo III da 
referida diretiva, contém uma lista dos agentes biológicos que têm sido classificados de 
acordo com a sua infeciosidade (ver Anexos 2 e 3), e as medidas preventivas e protetivas 
escolhidas de acordo com o potencial risco (41). Assim sendo, a gestão de risco 
associada à Diretiva 2000/54/EC é baseada em dados qualitativos. 
 Alguns métodos quantitativos, europeus e nacionais, estão disponíveis mas não 
foi fornecida nenhuma indicação de como interpretar os resultados quantitativos da 
exposição a agentes biológicos em relação ao impacto na saúde. Na ausência de 
relações dose-resposta estabelecidas, um grupo Polaco de Especialistas em Agentes 
Biológicos propôs valores de referência (tabela 1) baseados em parâmetros ambientais e 
suportados por avaliações qualitativas e quantitativas das concentrações dos 
bioaerossóis. Os valores de referência propostos pelo estudo polaco devem ajudar a 
avaliar a qualidade do meio ambiente e a determinar “o que é típico e o que é aceitável” e 
“o que é atípico e não aceitável” para um determinado tipo de situação. Entender a 
natureza do fenómeno e a determinação adequada do bioaerossol, assim como entender 
e identificar o impacto na saúde resultante da exposição, são essenciais para a gestão de 
risco quando valores limite não estão disponíveis. Baseado nisto, a proposta Polaca para 
OELs de referência pode ser sugerida para bactérias mesófilas, bactérias gram-
negativas, actinomicetos termófilos, fungos e endotoxinas, em bioaerossóis (40). 
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 Independentemente destes valores de referência, numa avaliação de uma 
exposição em ambiente interior deve-se sempre assumir que o agente patogénico pode 
ser a causa dos problemas de saúde, mesmo que a sua concentração esteja abaixo dos 
limites de referência.  
A presença no ar interior de microrganismos do grupo 3 e 4 da Diretiva 
2000/54/EC (Anexo 2 e 3) (por exemplo Mycobacterium tuberculosis, Bacillus anthracis, 
Coxiella burnetii), independentemente da sua concentração, deve ser sempre 
inadmissível e resultar em ações preventivas (38). 
 O Decreto Regulamentar nº 6/2001, que aborda as doenças profissionais, inclui os 
trabalhadores das ETARs como exemplo de atividade suscetível de provocar doença, no 
caso do contacto com alguns agentes biológicos (ex.: Salmonella) (42). 
 
1.9 Impacto para a Saúde da Exposição a Bioaerossóis nas ETARs 	  
Trabalhar numa ETAR implica uma exposição constante a vários perigos para a 
saúde, estando os trabalhadores expostos a diversos tipos de microrganismos (43, 44). 
As principais vias de exposição aos microrganismos presentes nas ETARs são a 
inalação, ingestão e contato com a pele (45). 
Nem todos os bioaerossóis presentes no ar podem ser inalados, apenas os que 
possuem um tamanho entre 1 a 10 µm são inaláveis (12). A inalação de bioaerossóis 
pode conduzir a infeções respiratórias ou reações alérgicas, contudo os microrganismos 
patogénicos podem estar presentes no muco respiratório, que ao ser deglutido, causa 
infeções gastrintestinais. Para além disso, os microrganismos presentes no ar podem 
contaminar alimentos e água, sendo depois ingeridos dando origem a infeções 
gastrintestinais (46). 
O efeito dos bioaerossóis na saúde depende de vários fatores tais como, o tipo de 
microrganismo presente, a sua concentração, a duração da exposição e a 
susceptibilidade do indivíduo. A inalação de bioaerossóis é mais perigosa em indivíduos 
que sofram de problemas respiratórios ou que tenham o sistema imunitário comprometido 
(47). 
 Desta forma, a exposição a bioaerossóis tem um grande número de potencias 
efeitos nefastos para a saúde, sendo que se pode agrupar as doenças associadas à 
exposição a bioaerossóis em três grupos: doenças infeciosas, doenças respiratórias e 
cancro (26).  
 Os sintomas que mais frequentemente têm vindo a ser descritos pelos 
trabalhadores das ETARs são (48): 
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• Sintomas gripais (ex.: fadiga, febre, dores articulares e musculares); 
• Sintomas respiratórios (ex.: tosse com ou sem muco, dispneia); 
• Sintomas irritativos (ex.: nariz, garganta, pele e olhos irritados); 
• Sintomas neurológicos (ex.: dor de cabeça); 
• Sintomas gastrintestinais (ex.: náuseas, diarreia). 
 
De forma a evitar que o número de trabalhadores afetados aumente, há que tomar 
medidas preventivas. Estas medidas preventivas incluem o uso de equipamento 
individual de proteção, boa ventilação, lavagem das mãos e mudança de roupa entre os 
vários turnos. Para além disso, alguns espaços interiores de tratamento, mais críticos, 
devem ter pressão negativa e as cabines das máquinas devem conter filtros HEPA (6, 
28). 
 
Embora exista a percepção dos perigos associados à inalação de bioaerossóis 
nas ETARs, há autores que, apesar de reconhecerem o perigo, alertam para o facto de o 
contato direto com as águas residuais ou com as lamas ser mais perigoso (49).  
Assim sendo, processos de tratamento de descontaminação do ar presente 
nestes espaços e nos espaços circudantes para onde são libertados devem ser 
considerados. 
 
1.10 Eliminação de Bioaerossóis por Fotocatálise 	  
A fotocatálise tem despertado grande interesse nos últimos anos e tem sido 
aplicada em várias áreas, principalmente em áreas ambientais e energéticas (50). Este 
processo faz parte de um grupo especial de técnicas de oxidação, os processos de 
oxidação avançada, em que todos eles são caracterizados pela produção de radicais 
hidroxilo (HO), usando energia solar, química ou outras formas. Os processos de 
oxidação avançada são muito potentes, sendo capazes de oxidar e mineralizar variados 
substratos orgânicos, sem seletividade, cedendo CO2 e iões inorgânicos (51, 52). 
A fotocatálise, usada como método de desinfeção foi pela primeira vez descrita 
por Matsunaga e seus colaboradores, que demonstraram a eliminação de Lactobacillus 
acidophilus, Saccharomyces cerevisae e Escherichia coli através do uso de radiação UV 
(53). Esta descoberta abriu portas para a utilização de técnicas fotocatalíticas na 
desinfeção de água potável e eliminação de microrganismos do ar interior (54, 55). 
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Os catalisadores são semicondutores inorgânicos que participam e aceleram a 
reação de fotocatálise, permanecendo inalterados no fim de cada ciclo fotocatalítico (56). 
Existem vários catalisadores que podem ser usados em reações de fotocatálise, entre 
eles dióxido de titânio (TiO2), óxido de zinco (ZnO), dióxido de zircónio (ZrO2), óxido de 
cério (CeO2), óxido de ferro III (Fe2O3) e óxido de tungstênio (WO3) (57). 
 
1.11 Fotocatálise usando o Semicondutor TiO2  	  
Dos vários tipos de fotocatálise existentes, a fotocatálise usando dióxido de titânio 
(TiO2) tem sido a mais estudada e usada, devido à forte capacidade oxidativa para a 
decomposição de compostos orgânicos, superhidrofilia, estabilidade química, 
durabilidade, baixa toxicidade, baixo custo e transparência do TiO2 à luz visível (50, 57, 
58). 
Existem 3 formas de TiO2 diferentes: anatase, rutilo e broquite. A anatase é a mais 
efetiva e a rutilo a menos efetiva, situação que é provavelmente devida a diferenças na 
extensão de recombinação de eletrões e lacunas entre as duas formas. Sabe-se, no 
entanto, que a mistura da forma anatase com a forma rutilo é mais efetiva que a forma 
anatase pura (59). Um dos catalisadores compostos por TiO2 mais usado é uma mistura 
de anatase:rutilo na proporção de 70:30 ou 80:20, mais conhecido por Degussa (Evonik) 
P25 (60). 
O processo fotocatalítico envolve a ativação do semicondutor por luz solar ou 
artificial. Um semicondutor é caracterizado por bandas de valência (BV) e bandas de 
condução (BC) sendo a região entre elas chamada de “bandgap”. A figura 1 representa a 
partícula do semicondutor. A absorção de fotões com energia superior à energia de 
“bandgap” resulta na extração de um eletrão da BV para a BC, resultando na geração de 
uma região positiva na BV (lacuna h+) e de um eletrão livre (e-) na BC (57). (Eq. (1)): 
 
TiO2  +  hv  ⟶  TiO2  +  e- (BC)  +  h+ (BV)  (1) 
 
A  lacuna, na superfície do catalisador, reage com iões hidroxilo (HO-) e absorve 
água para formar radicais livres (HO), que irão oxidar os compostos orgânicos (57). (Eq. 
(2) e (3)):  
 
TiO2 (h+)  +  HO-  ⟶  TiO2  +  HO              (2) 
TiO2 (h+)  +  H2O  ⟶  TiO2  +  HO  +  H+     (3) 
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O eletrão da BC reduz o oxigénio a ião superóxido O2
- (Eq. (4)). Esta reação 
previne recombinação e- / h+ na ausência de outros eletrões aceitadores (57). 
 















 A posterior redução do O2
-  produz H2O2, tal como descreve a equação (5) (57): 
 
O2
-  +  e-  +  2H+  ⟶   H2O2               (5) 
 
 Posteriormente, o ião superóxido e a sua forma protonada vão dismustar para 
produzir peróxido de hidrogénio ou anião peróxido (57) (Eqs. (6) a (8)): 
 
O2
-  +  H+  ⟶   HO2                            (6) 
            O2
-  +  4HO2  ⟶  2HO2  +  3O2  +  H2O2               (7) 
            2HO2  ⟶  O2  +  H2O2                                              (8) 
 
 Também já foi demonstrado que, mediante certas condições, a adição de peróxido 
de hidrogénio pode aumentar o grau de fotodegradação, provavelmente pela formação 
Figura 1: Representação esquemática da partícula de um semicondutor. 
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de radicais HO pela reação de Harber-Weiss (Eq. (9)) ou pela redução de H2O2 pelo e- 
de BC (57) (Eq. (10)): 
 
O2
-  +  H2O2  ⟶  HO  +  OH-  +  O2,                      (9) 
H2O2 +  e-  ⟶  HO  +  OH-                                        (10) 
 
 Por outro lado, a recombinação de radicais HO pode levar novamente à 
produção de peróxido de hidrogénio (57) (Eq. (11)): 
    
HO +  HO  ⟶  H2O2      (11) 
 
 Dentro de todas as espécies reativas de oxigénio (ROS) formadas o radical 
HO é o mais importante oxidante responsável pela degradação de matéria orgânica. 
Também se pensa que a reação de formação destas espécies ocorre na superfície do 
catalisador ou na primeira camada à volta do mesmo (61).  
Os radicais hidroxilo têm um tempo de vida curto, por ou lado o anião superóxido 
tem um tempo de vida mais longo, mas não consegue penetrar na membrana celular 
devido à sua carga negativa. Essa penetração só é possível devido à presença de 
peróxido de hidrogénio (62). 
 De notar que, na ausência de oxigénio ou de outro aceitador de eletrões a reação 
fotocatalítica não ocorre, devido aos processos de recombinação eletrão / lacuna serem 
muito destrutivos (55). 
 
1.12 Fotocatálise usando o Semicondutor ZnO 	  
O semicondutor óxido de zinco (ZnO), tal como o semicondutor dióxido de titânio 
(TiO2), tem o poder de destruir matéria orgânica, apresentando também propriedades 
antimicrobianas (63). 
Os passos da reação de fotocatálise usando ZnO são similares aos da reação com 
TiO2. Com radiação UV o ZnO é ativado e gera um eletrão condutor e uma lacuna (ZnO-
h+), que atua como agente oxidativo. Tem sido demonstrado que a criação do par eletrão-
lacuna é importante para o processo oxidativo (63). Uma molécula de água é então divida 
em HO e H+ com uma lacuna. Consequentemente, as moléculas de oxigénio vão ser 
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transformadas no radical superóxido O2
-  , que que reagirá com H+ levando à formação 
do radical peróxido HO2 (63). 
 
1.13  Mecanismos de Inativação Microbiológica nos Processos 
Fotocatalíticos 	  
Tem sido provado que a fotocatálise é uma técnica eficaz na degradação de 
muitos compostos orgânicos e inorgânicos, tendo também propriedades biocidas, uma 
vez que os microrganismos são atacados pelas ROS (Espécies Reativas de Oxigénio), 
levando à morte celular (56). 
A inativação de vários microrganismos, através de processos de fotocatálise, tem 
disso descrita tanto em fase líquida como em fase gasosa (64). 
Sabe-se que, dando tempo necessário, a fotocatálise é eventualmente capaz de 
oxidar toda a matéria orgânica que constitui os microrganismos, uma vez que cerca de 
96% do peso seco da parede celular é constituído por macromoléculas orgânicas, que 
incluem proteínas, polissacarídeos, lípidos, lipopolissacarídeos e ácidos nucleicos (DNA e 
RNA), 3% são monómeros, como aminoácidos, açúcares e nucleótidos e o restante 1% 
são iões inorgânicos (56).  
Apesar de existir muita informação sobre a eliminação de microrganismos por 
fotocatálise, os fundamentos do mecanismo que está por detrás da morte dos 
microrganismos ainda não está totalmente esclarecido (55). Ainda assim, tudo parece 
indicar que a destruição da membrana celular, através da produção de ROS, está por 
detrás do processo de inativação, uma vez que há perda de várias funções essenciais, 
como a respiração, levando à morte celular  (56, 65, 66). 
Vários mecanismos têm sido propostos para explicar o mecanismo de inativação 
microbiológica por fotocatálise. Abaixo serão expostos alguns desses mecanismos. 
• Peptidoglicano: 
O peptidoglicano é um heteropolissacarídeo ligado a peptídeos que envolve a 
célula bacteriana, estando presente numa maior percentagem na parede 
celular das bactérias Gram-positivo e em menor na parede celular das 
bactérias Gram-negativo. Este constituinte é poroso e permite que partículas 
de aproximadamente 2 nm passem pelos poros. Apesar destes poros 
permitirem a passagem de ROS, dificilmente estes compostos poderão passar 
para a membrana interior devido à sua reatividade no ambiente exterior. Se a 
inativação estivesse dependente da espessura do peptidoglicano, então as 
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bactérias Gram-positivo estariam mais protegidas contra o ataque de ROS 
derivadas dos processos fotocatalíticos. Todavia, não está estabelecido se a 
camada de peptidoglicano é realmente um alvo importante para o ataque por 
radicais ou se simplesmente funciona como uma forma de retardar a difusão 
de oxidantes para os locais vitais da célula, principalmente nas bactérias 
Gram-positivo (56). 
 
• Lípidos e polissacarídeos: 
Até à data, os resultados mais convincentes reportam que os lípidos, 
particularmente ácidos gordos polinsaturados, são os principais alvos para o 
ataque de ROS. A peroxidação lipídica tem interesse nos mecanismos de 
desinfeção fotocatalítica, uma vez que a camada de LPS e bicamada 
fosfolipídica são constituídas por ácidos gordos, que podem ser suscetíveis à 
peroxidadação lipídica (56). Os processos de peroxidação lipídica por ROS 
levam à produção de malondialdeído e consequente comprometimento do 
metabolismo celular (55). 
 
• Enzimas e co-enzimas: 
A oxidação da co-enzima A tem sido apontada como o mecanismo de 
inativação microbiana por métodos fotocatalíticos, devido à sua depleção por 
dimerização e consequente inibição da respiração (56, 59). 
 
• Ácidos nucleicos: 
O ácido desoxirribonucleico (ADN) é particularmente suscetível ao stress 
oxidativo. Os danos causados no ADN pelos fenómenos fotocatalíticos 
parecem estar relacionados com o anião superóxido (56). 
 
1.14 Mecanismos que Influenciam a Desinfeção por Fotocatálise 	  
Vários são os fatores que podem afetar o processo de eliminação de 
microrganismos por fotocatálise, tais como a concentração do catalisador, densidade da 
suspensão de microrganismo,  a intensidade da luz UV, tipo de reator, tempo de ensaio, 
a humidade e a temperatura (62). Também existem fatores, relacionados com os 
microrganismos que poderão afetar o processo. Alguns desses parâmetros serão 
descritos resumidamente abaixo. 
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O tipo de microrganismo que está em estudo afeta os resultados, uma vez que a 
sensibilidade à fotocatálise difere, sendo as bactérias mais sensíveis que os fungos (67). 
De salientar que mesmo  dentro de um grupo de microrganismos há variações da 
sensibilidade, por exemplo, entre as bactérias, alguns autores apontam para a seguinte 
ordem de sensibilidade: E. coli > bactérias Gram-negativo (outras que não E. coli) > 
coliformes (outros que não E. coli) > Enterococcus spp. > outras bactérias Gram-positivo. 
Como já foi referido anteriormente, estas diferenças baseam-se na complexidade e 
densidade da parede celular bacteriana (62). Relativamente aos fungos, os esporos 
parecem ser mais resistentes que as formas vegetativas (59). 
Os microrganismos possuem mecanismos de reparação do ADN, que permitem a 
recuperação de danos sub-letais provocados por radiação UV. Estes mecanismos de 
reparação incluem a fotoreativação, a reparação por excisão, a reparação por 
recombinação e reparação “SOS” (68). Para além destes mecanismos, os 
microrganismos também podem produzir enzimas como a superóxido dismutase e a 
catalase, que inativam as ROS (62). 
A concentração de TiO2 afeta positivamente a inibição das bactérias, 
provavelmente pelo aumento da produção de ROS, como referem alguns autores (55, 57, 
69). Apesar de o aumento da inibição de bactérias, esta apenas se dá até a um máximo 
de concentração de catalisador, sendo que a partir desse máximo vai haver uma 
















2 Material e Métodos 
 
Materiais: 
Como catalisadores foram utilizados o TiO2-P25 (Evonik-Degussa GmbH), que 
possui um tamanho de partícula de 21 nm e área superficial de 50 m2·g-1 e com uma 
relação anatase:rutilo de 80:20, e o ZnO (Evonik). 
 
 Para a preparação dos catalizadores foi utilizada água desionizada (Milli-Q, 
18,2 MΩ·cm). As diferentes diluições dos catalisadores foram preparadas em água 
destilada.  Soro fisiológico (0,9% NaCl) e Tween 80 foram usados na preparação do 
ínoculo dos microrganismos testados.  
 Foram também utilizados agitadores magnéticos, eppendorfs, tubos de ensaio, 
placas de cultura de células de 6 poços e placas de Petri. 
 
 Todas as soluções e materiais foram esterilizados por calor húmido numa autoclave 
a 121ºC durante 15 minutos, exceto os que tinham sido adquiridos na condição estéril 
(placas de cultura de células e placas de Petri).  
 Todos os ensaios foram realizados em técnica assética. 
 
Microrganismos e meios de cultura: 
Para a realização do trabalho experimental foram utilizadas as seguintes estirpes 
de microrganismos:  
• Escherichia coli ATCC 25922;  
• Staphylococcus aureus ATCC 25923; 
• MRSA (isolado clínico); 
• Staphylococcus saprophyticus (isolado do ar interior de uma ETAR do litoral 
de Portugal); 
• Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853; 
• Citrobacter freundii (isolado do ar interior de uma ETAR do litoral de Portugal); 
• Aspergillus fumigatus ATCC 46645; 
• Aspergillus. niger ATCC 16404; 
• Penicillium spp. (isolado do ar interior de uma ETAR do litoral de Portugal); 




As bactérias foram mantidas a 4ºC em rampas de meio Mueller-Hinton Agar 2 
(Biomérieux) e os fungos em rampas de meio Saubouraud Cloranfenicol Agar 2 
(Biomérieux). Para conservação prolongada as estirpes são mantidas a - 80ºC, em caldo 
de tripticase soja (TSB) com 15% de glicerol para bactérias, e caldo de sabouraud com 
20% de glicerol para fungos. 
 
As repicagens de cada microrganismo foram obtidas antes de cada ensaio, sendo 
que as bactérias foram incubadas em meio de Mueller-Hinton Agar 2 durante 24 horas a 
37ºC e os fungos em Saubouraud Cloranfenicol Agar 2 durante 48 horas a 37ºC (A. 
fumigatus e A. niger) ou 25ºC (Penicillium spp. e Cladosporium spp.). 
 
Preparação e padronização dos inóculos: 
Após o tempo de incubação referido anteriormente, as células das bactérias 
utilizadas foram suspendidas em soro fisiológico estéril e a densidade do inóculo, medida 
para todas as suspensões, foi padronizada pela escala de McFarland a 0,5. A suspensão 
mãe foi diluída (diluições de base 10) de forma a obter uma suspensão de trabalho com 
uma concentração na ordem de 104 UFC·mL-1.  
 
Para os fungos, depois do tempo de incubação referido, os esporos foram 
suspendidos em soro fisiológico estéril com uma gota de tween 80. A concentração do 
inóculo foi obtida por contagem em câmara de Neubauer, de forma a obter uma 
concentração na ordem de 2x105 a 2,5x106 UFC·mL-1. A suspensão mãe foi então diluída 
(diluições de base 10), em soro fisiológico estéril com uma gota de Tween 80, até obter 
uma suspensão de trabalho na ordem de 102 UFC·mL-1.  
 
De notar que a concentração ideal da suspensão de trabalho foi previamente 
testada para todos os fungos e bactérias testados. 
 
Preparação dos catalisadores: 
Para os dois catalisadores utilizados (P25 e ZnO)  foi preparada uma suspensão 
mãe de 10 mg.mL-1 em 100 mL de água desionizada (Milli-Q, 18,2 MΩ·cm). Esta 
suspensão foi sonicada durante 10 minutos para obter uma suspensão homogénea de 
nanopartículas. 
A partir das soluções mãe de cada catalizador foram efetuadas várias diluições 




O equipamento experimental era composto por uma caixa isolada à luz exterior, 
onde foi incorporada uma lâmpada UVA (Sylvania Lynx.s 11 W BLB com um espetro de 
emissão entre 315-400 nm), de forma que a placa de cultura de células de 6 poços 
ficasse colocada a uma distância de 3,6 cm da lâmpada. Dado que é necessária uma 
agitação constante, de forma a garantir um maior contacto entre as nanopartículas e os 
microrganismos, a caixa foi colocada sobre uma base magnética e em cada poço foi 
colocado um agitador magnético. 
Todas os ensaios foram realizados à temperatura ambiente. 
 
 Procedimento experimental da reação fotocatalítica: 
 As experiências foram realizadas numa placa de cultura de células de 6 poços. 
Em cada poço foi colocado um agitador magnético, 1 mL de suspensão catalisador (ou 
soro fisiológico no caso do controlo) e 1 mL da suspensão de microrganismo na 
concentração de trabalho. O inicio da irradiação da placa foi considerado como t = 0 e 
seguidamente foram pipetadas periodicamente amostras de 100 µL de cada poço, 
durante o tempo de ensaio. Os tempos máximos de ensaio foram de 20 minutos para as 
bactérias e de 180 minutos para os fungos. As amostras retiradas em cada tempo foram 
espalhadas à superfície de um meio de cultura sólido contido em placas de Petri, sendo 
que para as bactérias foi usado o meio Mueller-Hinton Agar 2 e para os fungos o meio 
Saubouraud Cloranfenicol Agar 2. As placas dos ensaios com bactérias foram incubadas 
a 37ºC durante 24 horas e as placas dos ensaios com fungos foram incubadas a 37ºC 
durante 48 horas (A. fumigatus e A. niger) e a 25ºC durante 72 horas (Penicillium spp. e 
Cladosporium spp.). 
 
Também foram realizados ensaios na ausência de irradiação. Para estes ensaios 
foram pipetados para eppendorf 100 µL de catalisador (ou soro fisiológico no caso do 
controlo) e 100 µL de suspensão de trabalho. Os eppendorfs foram colocados ao abrigo 
da luz durante 20 minutos, sendo que ao fim do tempo de ensaio foram pipetados 
amostras de 100 µL para posterior espalhamento e incubação. A incubação seguiu os 
critérios mencionados para os ensaios com irradiação. 
 
No fim do tempo de incubação das placas foi efetuada a contagem das colónias 




Os ensaios foram repetidos num mínimo de três vezes, com algumas exceções 
em que, por falta de tempo, foram realizados apenas dois ensaios. 
Os resultados são apresentados como a média do número de UFC·mL-1 ± o 
desvio padrão. 
3 Resultados e Discussão 	  
Para a escolha dos microrganismos estudados foi feito um estudo tendo em conta 
a sua prevalência na ETAR do litoral de Portugal (dados não apresentados). Desta forma, 
os fungos A. fumigatus, A. niger, Cladosporium spp. e Penicillium spp foram escolhidos 
devido a aparecerem em grandes concentrações no ar da ETAR, e a bactéria 
S. saprophyticus por ser a espécie do género Staphylococcus com maior prevalência. As 
restantes bactérias foram usadas devido à importância da sua presença ou possível 
presença. 
A utilização de luz UV como agente para a inativação de microrganismos é bem 
documentada (10). Por essa razão, e para podermos verificar o efetivo efeito do 
catalisador sob radiação, foi testado o efeito da luz UVA sobre a concentração de 
microrganismo (fotólise) ao fim do tempo de ensaio, para cada microrganismo usado. No 
que diz respeito às bactérias, alguma fotólise ao fim de 20 minutos foi observada, apesar 
de a inibição ser na ordem dos 15%, não sendo suficiente para uma inativação total. Para 
os fungos estudados, ao fim de 180 minutos observou-se fotólise, tendo sido observada 
uma inibição de 100% nos fungos Penicillium spp. e Cladosporium spp. (resultados 
abaixo descritos). De notal 
Também foram realizados ensaios na ausência de radiação, sendo que os 
resultados demonstraram que, mesmo na presença de semicondutor, não existe qualquer 
efeito sobre a taxa de sobrevivência dos microrganismos em estudo, exceto para o caso 
ZnO e E. coli, que será discutido adiante. 
Posto isto, foi então avaliado o efeito das várias concentrações dos catalisadores 
(TiO2 e ZnO) na desinfeção fotocatalítica em meio líquido, como um estudo exploratório 
para posterior aplicação em fase gasosa. 
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3.1 Efeito da Concentração de TiO2 e ZnO sobre a Inativação de 
Bactérias 
3.1.1  Escherichia coli  
A inativação desta bactéria ocorreu alguns minutos após a irradiação com luz UVA 
na presença de P25 (Tabela 3). Desta forma, a utilização da luz UVA juntamente com o 
catalisador P25 permitiu a inativação completa de E. coli ao fim de 10 minutos com as 
concentrações de 5, 1,25 e 0,5 mg·mL-1 de P25. Para a concentração de 0,125 mg·mL-1 
de P25 a inativação de E. coli, durante o tempo de ensaio foi de 99,7%, podendo dizer-se 
que a inibição é quase completa para esta concentração, mas ao fim de 20 minutos. 
É possível verificar que aos 5 minutos, para as concentrações de 5 – 0,5 mg·mL-1 
ocorreu um diminuição de 95,5 % a 99,9 % do número de UFC·mL-1, e aos 10 minutos a 
inibição da E. coli foi de 100% para as concentrações referidas. Esta diminuição brusca 
provavelmente foi devida ao ataque por ROS, que levou à destruição da membrana 
celular, havendo perda de funções essenciais à sobrevivência da bactéria (57). Para a 
concentração de 0,125 mg·mL-1 de P25 a inibição foi mais gradual, contudo ao fim de 
20 minutos existe uma inibição quase completa.  
 
Tabela 3: Efeito da concentração de P25 e ZnO sobre a taxa de sobrevivência de E. coli sob irradiação UVA 
(média±desvio padrão, n = 5). 
 E. coli x 103 (UFC·mL-1) 




 2,8±0,18 0,005±0,01 0±0 0±0 0±0 
ZnO 2,9±0,11 0,03±0,01 0±0 0±0 0±0 
1,25 
mg·mL-1 
P25 2,8±0,18 0,03±0,05 0±0 0±0 0±0 
ZnO 2,9±0,11 0,050±0,017 0±0 0±0 0±0 
0,5 
mg·mL-1 
P25 2,8±0,18 0.12±0,13 0±0 0±0 0±0 
ZnO 2,9±0,11 0,011±0,052 0±0 0±0 0±0 
0,125 
mg·mL-1 
P25 2,8±0,18 2,2±0,58 0,83±0.48 0,21±0.23 0,008±0,008 
ZnO 2,9±0,11 0,13±0,044 0,02±0.02 0±0 0±0 
 
Analisando os resultados obtidos por outros autores, é possível verificar que 
Seven et al. descrevem uma inativação total desta bactéria ao fim de 40 minutos com 
uma concentração de P25 de 1 mg·mL-1 e uma concentração inicial de E. coli de 
105 UFC·mL-1 (71). Também Benabbou et al. descrevem uma inativação completa ao fim 
de 90 minutos para as concentrações 0,25 e 0,1 mg·mL-1 e ao fim de 180 minutos para 
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1,5 mg·mL-1, com uma concentração inicial de E. coli entre 105 – 106 UFC·mL-1 (57). Por 
outro lado, Ibáñez et al. obteve inativação completa ao fim de 40 minutos com uma 
concentração de P25 de 0,1 mg·mL-1 e uma concentração inicial de bactéria entre 107 –
 108 UFC·mL-1 (72).  
 
Como mostram os resultados apresentados (Tabela 3) a utilização do 
semicondutor ZnO é mais eficaz na inativação deste microrganismo, sob radiação UV, 
particularmente para as concentrações mais baixas. Tal como nos ensaios em que se 
utilizou P25, há uma inibição notória aos 5 minutos, para as concentrações de 5 mg·mL-1 
a 0,5 mg·mL-1, sendo que aos 10 minutos já se observa uma inibição a 100%. Com a 
suspensão de catalisador mais diluída também se obteve uma inibição total ao fim de 
15 minutos, contrariamente ao que aconteceu com P25. Estes resultados sugerem que o 
ZnO é mais eficaz na inativação de E. coli por fotocatálise, facto que está de acordo com 
os resultados obtidos por Liu et al., que também observaram uma maior eficácia de 
inativação com ZnO, comparativamente ao TiO2 (63). 
 
	  
Figura 2: Representação gráfica do efeito da concentração de ZnO sobre a taxa de sobrevivência de E. coli 
na ausência de irradiação de luz UVA. 
 
Como foi dito anteriormente, o efeito dos catalisadores na ausência de irradiação 
UVA foi avaliado. Se para o P25 não ocorreu qualquer inativação relativamente ao 
controlo, o mesmo não aconteceu para o ZnO. O efeito de diferentes concentrações de 
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Analisando os resultados poderemos constatar que o catalisador ZnO é capaz de, 
mesmo na ausência de luz UVA, provocar inativação de E. coli, sendo que a 
concentração de 5 mg·mL-1 provocou uma inativação a 100%, ao fim de 20 minutos. Com 
as concentrações mais baixas (0,5 mg·mL-1 e 0,125 mg·mL-1) não se verificou total 
inativação, provavelmente pelo tempo não ter sido suficiente.  
Este fenómeno já tinha sido descrito (73), e pode-se concluir que o ZnO possui 
atividade antibacteriana, sendo que o efeito inibitório tem uma relação positiva com a 
concentração de ZnO. 
 
3.1.2     Staphylococcus aureus 
A inibição de 100% de S. aureus ocorreu ao fim de 10 minutos para as 
concentrações de P25 de 5 - 0,5 mg·mL-1, sendo que com a concentração de 
0,125 mg·mL-1 a inibição foi de 99,9% ao fim de 20 minutos  (Tabela 4). De notar que, 
também existe uma diminuição brusca do número de UFC·mL-1 para as concentrações 
de P25 de 5 - 0,5 mg·mL-1, ao fim de 5 minutos. Seria de esperar que a inibição 
completa, ao fim de 5 minutos, ocorre-se para a concentração mais alta, mas uma 
concentração de catalisador elevada pode provocar uma diminuição da profundidade de 
penetração da luz devido a fenómenos de difusão de luz (70). Este fenómeno pode 
explicar a diferença registada para as concentrações de 5 mg·mL-1 e de 1,25 mg·mL-1 ao 
minuto 5. 
 
Tabela 4: Efeito da concentração de P25 e ZnO sobre a taxa de sobrevivência de S. aureus sob irradiação 
UVA (média±desvio padrão, n = 3). 
 S. aureus x 103 (UFC·mL-1) 




 3,6±0.18 0,003±0,006 0±0 0±0 0±0 
ZnO 2,7±0.07 1,4±0,36 0,06±0,1 0,007±0,01 0±0 
1,25 
mg·mL-1 
P25 3,6±0.18 0±0 0±0 0±0 0±0 
ZnO 2,7±0.07 2,0±0,83 0,05±0,01 0,06±0,07 0,02±0,04 
0,5 
mg·mL-1 
P25 3,6±0.18 0,17±0,14 0±0 0±0 0,003±0,006 
ZnO 2,7±0.07 2,4±0,71 0,53±0,12 0±0 0±0 
0,125 
mg·mL-1 
P25 3,6±0.18 1,1±0,42 0,06±0,49 0,007±0,12 0,003±0,006 
ZnO 2,7±0.07 2,0±0,30 1,5±0,76 0,64±0,11 0,22±0,12 	  
Os resultados utilizando o catalisador ZnO (Tabela 4), mostram que este 
catalisador, comparado com o P25, é menos eficaz na inativação de S. aureus, apenas 
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se conseguindo uma inativação acentuada ao fim de 15 minutos, com as concentrações 
mais elevadas. Com a solução de catalisador mais diluída verifica-se uma diminuição 
menos acentuada do número de UFC·mL-1, sendo que ao 20 minutos é atingida uma 
inibição de 91,8%. O resultados obtidos por Seven et al., mostram que a inativação a 
100% de S. aureus, usando uma concentração de ZnO de 1 mg·mL-1 e uma 
concentração inicial de S. aureus de 105 UFC·mL-1,  foi conseguida aos 120 minutos (71). 
 
3.2.2  MRSA 
Os resultados obtidos com MRSA e P25 (Tabela 5) mostram uma diminuição 
acentuada do número de UFC·mL-1 aos 5 minutos, sendo que para a concentração de 
1,25 mg·mL-1 existe uma inativação total do microrganismo. Como já foi explicado 
situação pode ser explicada por fenómenos de difusão de luz em concentrações mais 
elevadas de catalisador. Com esta bactéria foi possível atingir 100% de inibição para 
todas as concentrações do semicondutor P25, ao fim de 20 minutos.  
Através da análise dos resultados obtidos com ZnO (Tabela 5) é possível verificar 
que é conseguida uma inibição a 100% para todas as concentrações, exceto para a 
concentração de 0,125 mg·mL-1 em que a inibição foi de 78%. 
Também aqui se verifica uma menor eficácia do semicondutor ZnO para a 
inativação desta bactéria por fotocatálise. 
 
Tabela 5: Efeito da concentração de P25 e ZnO sobre a taxa de sobrevivência de MRSA sob irradiação UVA 
(média±desvio padrão, n = 2). 
 MRSA x 103 (UFC·mL-1) 




 1,1±0,16 0,27±0,18 0,007±0,01 0±0 0±0 
ZnO 1,4±0,09 1,1±0,84 0,31±0,53 0±0 0±0 
1,25 
mg·mL-1 
P25 1,1±0,16 0±0 0±0 0,005±0,007 0±0 
ZnO 1,4±0,09 0,93±0,07 0,21±0,06 0±0 0±0 
0,5 
mg·mL-1 
P25 1,1±0,16 0,02±0,03 0±0 0±0 0±0 
ZnO 1,4±0,09 1,2±0,47 0,77±0,31 0,15±0,10 0,02±0,02 
0,125 
mg·mL-1 
P25 1,1±0,16 0,47±0,27 0,07±0,05 0,007±0,006 0±0 
ZnO 1,4±0,09 1,1±0,25 0,80±0,15 0,65±0,11 0,28±0,09 	  
 
Esta bactéria é resistente a antibióticos, como a meticilina, mas não apresenta 
resistência à inativação por fotocatálise, uma vez foi observada que a inibição total, ao 
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fim de 20 minutos, para todas as concentrações de catalisadores (exceto uma, como já 
referido). Dado que é uma bactéria resistente aos antibióticos e de elevada importância 
clínica, a sua inativação é de grande importância. 
 
3.2.2 Staphylococcus saprophyticus 
Os resultados dos ensaios realizados (Tabela 6) com esta bactéria, isolada do ar 
interior de uma ETAR do litoral de Portugal mostram uma inibição total aos 10 minutos 
para as concentrações de P25 ensaiadas. Sendo que se observou uma inibição a 100% 
aos 5 minutos para as concentrações de 1,25 mg·mL-1 e 0,5 mg·mL-1. 
A utilização de ZnO como semicondutor para a inativação de S. saprophyticus não 
foi eficaz, uma vez que os resultados obtidos (Tabela 6) demonstram que não existiu uma 
inibição a 100% da bactéria, observando-se no máximo uma inibição de 96% para a 
concentração de 5 mg·mL-1, ao fim de 20 minutos.  
A concentração inicial de S. saprophyticus foi mais baixa que o obtido para as 
outras bactérias, desta forma poderia ser esperada uma inibição mais rápida, e não mais 
lenta ou reduzida, embora tenha sido observado em E. coli uma ausência de correlação 
entre o tamanho do inóculo e a eficiência da inativação. Tal não foi observado com o 
semicondutor ZnO, em que apenas se atingiu uma inibição de cerca de 40% paras as 
duas concentrações mais baixas. Estes resultados são muito diferentes dos obtidos com 
P25, uma vez  que com P25 foi atingida uma inibição total com todas as concentrações. 
 
Tabela 6: Efeito da concentração de P25 e ZnO sobre a taxa de sobrevivência de S. saprophyticus sob 
irradiação UVA (média±desvio padrão, n = 2). 
 S. saprophyticus x 103 (UFC·mL-1) 




 0,87±0,04 0,11±0,19 0±0 0,007±0,01 0±0 
ZnO 0,70±0,04 0,66±0,04 0,49±0,17 0,31±0,19 0,03±0,04 
1,25 
mg·mL-1 
P25 0,87±0,04 0±0 0±0 0±0 0±0 
ZnO 0,70±0,04 0,56±0,13 0,54±0,02 0,50±013 0,08±0,11 
0,5 
mg·mL-1 
P25 0,87±0,04 0±0 0±0 0±0 0,005±0,007 
ZnO 0,70±0,04 0,53±0,007 0,52±0.26 0,49±0,28 0,42±0,30 
0,125 
mg·mL-1 
P25 0,87±0,04 0,11±0,12 0±0 0±0 0±0 




3.2.2    Pseudomona aeruginosa 
Pela análise dos resultados obtidos nas experiências com a bactéria 
P. aeruginosa (Figura 3, Tabela 7) verifica-se que ocorreu uma inativação total das 
bactérias para todas as concentrações de P25 utilizadas, ao fim do tempo de ensaio. 
Sendo que com a concentração de 1,25 mg·mL-1  se observou uma inibição a 100% ao 
fim de 5 minutos. 
 












Tabela 7: Efeito da concentração de P25 e ZnO sobre a taxa de sobrevivência de P. aeruginosa sob 
irradiação UVA (média±desvio padrão, n = 3). 
 P. aeruginosa x 103 (UFC·mL-1) 




 3,5±0,05 0,05±0,04 0±0 0,01±0 0±0 
ZnO 3,7±0,11 0,78±0,30 0,003±0,006 0±0 0±0 
1,25 
mg·mL-1 
P25 3,5±0,05 0±0 0±0 0±0 0±0 
ZnO 3,7±0,11 2,3±1,0 0,15±0,09 0,03±0,03 0,02±0,04 
0,5 
mg·mL-1 
P25 3,5±0,05 0,09±0,08 0±0 0±0 0±0 
ZnO 3,7±0,11 2,9±0,58 1,8±1,1 0,57±0,55 0,01±0,002 
0,125 
mg·mL-1 
P25 3,5±0,05 1,2±1,2 0,30±0,18 0,03±0,05 0,003±0,006 
ZnO 3,7±0,11 2,8±0,77 2,5±0,98 0,87±0,36 0,05±0,04 
Figura 3: Efeito da concentração de P25 sobre a taxa de sobrevivência de P. aeruginosa 
sob irradiação UVA, assim como na sua ausência aos 20 minutos. 
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O resultados obtidos com ZnO (Tabela 7) demonstram que para as concentrações 
de 5 mg·mL-1 a 0,5 mg·mL-1 existe uma inativação total durante o tempo de ensaio. Sendo 
que com a concentração de 5 mg·mL-1 ocorre uma inativação a 100% ao fim de 
5 minutos. Em contrapartida, para a concentração 0,125 mg·mL-1 a inativação é quase 
completa ao fim de 20 minutos. Comparando com os resultados obtidos com P25, 
verifica-se que o ZnO é menos eficaz na inativação de P. aeruginosa por fotocatálise.  
 Esta bactéria é intrinsecamente resistente a vários antibióticos, mas é possível 
verificar que é sensível à eliminação por fotocatálise. 
 
3.2.2  Citrobacter freundii 
Esta bactéria foi isolada do ar interior de uma ETAR do litoral de Portugal e 
apresenta resistência a vários antibióticos. Pelos resultados obtidos (Tabela 8) é possível 
verificar que é bastante sensível à fotocatálise com luz UVA utilizando como catalizador o 
P25. Com as concentrações de 5 mg·mL-1 a 0,5 mg·mL-1 foi obtida, logo aos 5 minutos, 
uma inibição a 100% do crescimento da bactéria. Para a concentração de P25 mais 
baixa, essa inibição total ocorreu aos 15 minutos. 
A utilização do sistema UV/ZnO (Tabela 8) leva à inativação total de C. freundii ao 
fim de 15 minutos para as concentrações de 5 mg·mL-1 e 1,25 mg·mL-1, ao fim de 
20 minutos para a concentração de 0,5 mg·mL-1, não se conseguindo uma inativação 
total (aproximadamente de 92%) com a concentração de 0,125 mg·mL-1. Os resultados 
obtidos com o sistema UV/P25 demonstram uma inativação mais eficiente de C. freundii. 
 
Tabela 8: Efeito da concentração de P25 e ZnO sobre a taxa de sobrevivência de C. freundii sob irradiação 
UVA (média±desvio padrão, n = 3). 
 C. freundii x 103 (UFC·mL-1) 




 2,0±0,05 0±0 0±0 0±0 0±0 
ZnO 2,1±0,04 1,9±0,16 0,09±0,01 0±0 0±0 
1,25 
mg·mL-1 
P25 2,0±0,05 0±0 0±0 0±0 0±0 
ZnO 2,1±0,04 2,0±0,16 0,31±0,05 0±0 0±0 
0,5 
mg·mL-1 
P25 2,0±0,05 0±0 0±0 0±0 0±0 
ZnO 2,1±0,04 1,9±0,06 1,3±0,06 0,19±0,15 0±0 
0,125 
mg·mL-1 
P25 2,0±0,05 1,5±0,17 0,21±0,07 0±0 0±0 
ZnO 2,1±0,04 1,9±0,21 1,7±0,15 0,66±0,12 0,18±0,03 	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Com estes resultados, é possível verificar que, apesar de esta bactéria ter 
apresentado resistência a vários antibióticos, é sensível à inativação por fotocatálise com 
ambos os catalisadores. 
 
3.2 Efeito da Concentração de TiO2 e ZnO sobre a Inativação de Fungos 
3.2.1 Aspergillus fumigatus 
O tempo de ensaio para os fungos foi aumentando, uma vez que os esporos 
fúngicos apresentam uma maior resistência à inativação por fotocatálise, dado que 
possuem uma parede rígida composta por polissacarídeos solúveis e insolúveis e têm um 
tamanho superior às bactérias (59, 74). 
Com os resultados obtidos nos ensaios com A. fumigatus (Tabela 9 e Figura 4) 
verifica-se que, com a concentração de P25 mais elevada (5 mg·mL-1) há uma diminuição 
acentuada do número de UFC·mL-1 ao fim de 120 minutos (inibição de 99%), sendo que 
existe uma inativação de 100% aos 180 minutos. Para a concentração mais baixa a 
diminuição foi gradual, atingindo uma inibição de 96,7%. A fotólise de A. fumigatus 
também ocorreu, com uma inibição de 56% aos 180 minutos. Esta inibição foi total na 
presença do catalisador P25. 
Contudo, usando ZnO como catalisador ocorreu uma inativação total de 
A. fumigatus com a concentração de 5 mg·mL-1, sendo que com a concentração de 
0,125 mg·mL-1 a inibição foi de apenas 86%, aos 180 minutos.  
 
 
Tabela 9: Efeito da fotólise e da concentração de P25 e ZnO sobre a taxa de sobrevivência de A. fumigatus 
sob irradiação UVA (média±desvio padrão, n = 2) 
A. fumigatus x 103 (UFC·mL-1) 
 Catalisador Controlo 60 min 120 min 180 min 
Fotólise  1,9±0,04 2,6±1,1 1,7±0,65 1,1±0,47 
5 mg·mL-1 
P25 1,9±0,04 2,0±0,24 0,02±0,01 0±0 
ZnO 3,0±0,04 2,4±1,6 0,27±0,35 0±0 
0,125 mg·mL-1 
P25 1,9±0,04 1,7±0,45 0,86±0,79 0,06±0,11 















Figura 4: Efeito da fotólise e da concentração de P25 sobre a taxa de sobrevivência de A. fumigatus sob 
irradiação UVA durante 180 minutos. 	  	  	  
3.2.2  Aspergillus niger 
Os resultados obtidos com A. niger (Tabela 10 e Figura 5) sugerem que esta 
espécie é mais sensível à inativação por fotocatálise, usando P25, do que a espécie 
A. fumigatus. Estes ensaios demonstraram uma inibição total do crescimento de A. niger 
com as duas concentrações de P25, e também se verifica uma inibição de 99% na 
fotólise, aos 180 minutos. Desta forma foi possível verificar o que já tinha sido descrito 
por Mitoraj et al., que a inibição de A. niger por fotocatálise é independente da presença 
de catalisador (74).  
Os resultados obtidos, para o fungo A. niger, com o sistema UV/ZnO são muitos 
semelhantes aos obtidos com o sistema UV/P25, conseguindo-se uma inativação eficaz 






Tabela 10: Efeito da fotólise e da concentração de P25 e ZnO sobre a taxa de sobrevivência de A. niger sob 
irradiação UVA (média±desvio padrão, n = 2). 
A. niger x 103 (UFC·mL-1) 
 Catalisador Controlo 60 min 120 min 180 min 
Fotólise  2,1±0,17 1,3±0,22 0,60±0,35 0,02±0,03 
5 mg·mL-1 
P25 2,1±0,17 2,0±0,37 0,68±0,24 0±0 
ZnO 1,6±0,01 1,5±0,21 0,41±0,58 0±0 
0,125 mg·mL-1 
P25 2,1±0,17 2,1±0,52 1,1±0,71 0±0 













3.2.3  Penicillium spp. 
Os resultados dos ensaios com Penicillium spp. (Tabela 11) demonstram que a 
inibição do crescimento do fungo é independente da presença de catalisador, uma vez 
que ao fim de 120 minutos a inibição foi de 100% com ou sem catalisador. Nas amostras 
retiradas aos 60 minutos verifica-se uma redução do número de UFC·mL-1 em cerca de 
50%. 
Figura 5: Efeito da fotólise e da concentração de P25 sobre a taxa de sobrevivência de A. niger 
sob irradiação UVA durante 180 minutos. 
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Tabela 11: Efeito da fotólise e da concentração de P25 e ZnO sobre a taxa de sobrevivência de Penicillium 
spp. sob irradiação UVA (média±desvio padrão, n = 2). 
Penicillium spp. x 103 (UFC·mL-1) 
 Catalisador Controlo 60 min 120 min 180 min 
Fotólise  2,8±0,32 2,0±0,63 0±0 0±0 
5 mg·mL-1 
P25 2,8±0,32 1,5±0,67 0±0 0±0 
ZnO 2,2±0,06 1,7±0,23 0±0 0±0 
0,125 mg·mL-1 
P25 2,8±0,32 1,7±0,47 0±0 0±0 
ZnO 2,2±0,06 1,5±0,09 0±0 0±0 	  
Os resultados obtidos com o sistema UV/ZnO para Penicillium spp. (Tabela 11) 
são muito semelhantes aos obtidos com o sistema UV/P25, uma vez que se observa uma 
inativação total ao fim de 120 minutos. 
 
3.2.4     Cladosporium spp. 
Os resultados dos ensaios com Cladosporium spp. (Tabela 12) revelam que uma 
inibição total do crescimento é atingida logo aos 60 minutos, tanto na presença de P25 
como na sua ausência. Desta forma, este fungo também apresenta inibição independente 
da presença de catalisador. 
Os resultados obtidos com semicondutor ZnO (Tabela 12) são muito semelhantes 
aos obtidos com o P25, uma vez que também se observa uma inativação total ao fim de 
60 minutos. 
 
Tabela 12: Efeito da fotólise e da concentração de P25 e ZnO sobre a taxa de sobrevivência de 
Cladosporium spp. sob irradiação UVA (média±desvio padrão, n = 2). 
Cladosporium spp. x 103 (UFC·mL-1) 
 Catalisador Controlo 60 min 120 min 180 min 
Fotólise  2,3±0,03 0±0 0±0 0±0 
5 mg·mL-1 
P25 2,3±0,03 0±0 0±0 0±0 
ZnO 2,9±1,6 0±0 0±0 0±0 
0,125 mg·mL-1 
P25 2,3±0,03 0±0 0±0 0±0 






Em termos gerais, os resultados apresentados demonstram a eficácia da 
inativação de microrganismos por processos fotocatalíticos, usando como catalisadores o 
TiO2 e o ZnO. Em todos os ensaios realizados foi possível a inativação total dos 
microrganismos com as concentrações mais altas de catalisador, ao fim do tempo de 
ensaio; a exceção foi o par bactéria S. saprophyticus / ZnO em que não foi possível a 
inibição a 100% durante o tempo de ensaio.  
Para as bactérias, com a exceção de E. coli, o P25 foi o catalisador que 
apresentou melhor eficácia, sendo que para os fungos os resultados são muitos 
semelhantes para ambos os catalisadores. O catalisador ZnO mostrou-se mais ativo na 
inativação da bactéria E. coli, sendo que também foi possível verificar que este 
catalisador tem efeito sobre a inativação de E. coli, mesmo na ausência de luz UV.  
Como já anteriormente referenciado, pensa-se que as bactérias Gram-negativo 
sejam mais sensíveis aos processos fotocatalíticos que as bactérias Gram-positivo (62). 
Das bactérias Gram-positivas em estudo (S. aureus, MRSA e S. saprophyticus) apenas 
com S. saprophyticus não se obteve uma inativação a 100% (para o sistema UV/ZnO). 
Sendo que, para todos os outros casos ensaiados, as diferenças de sensibilidade entre 
bactérias Gram-negativo e Gram-positivo não foram observadas, uma vez foi conseguida 
uma inativação total ou quase total durante o tempo de ensaio. 
No que diz respeito às bactérias resistentes aos antibióticos (MRSA, P. 
aeruginosa e C. freundii) foi possível a sua inativação por fotocatálise, tal como o 
sucedido com as bactérias sensíveis (exceto par bactéria S. saprophyticus / ZnO) 
Através dos tempos de ensaio utilizados é possível verificar que os esporos 
fúngicos são mais resistentes que as bactérias, uma vez que foi necessário utilizar um 
tempo de ensaio bastante superior, o que está de acordo com o descrito na bibliografia 
(67). Entre os fungos estudados Penicillium spp. e Cladosporium spp. são os mais 
sensíveis à inativação por fotocatálise. Como já foi referido, os fungos do género 
Aspergillus são frequentemente isolados do ar das ETARs (24), mas pela análise dos 
resultados dos ensaios realizados, é possível verificar que são mais que são mais 
resistentes à inativação por fotocatálise e particularmente A. fumigatus. Esta situação 
poderá ser preocupante, uma vez que A. fumigatus pode causar aspergilose, uma 
doença pulmonar crónica (1). Contudo, a fotocatálise parece ocorrer de um modo muito 
semelhante na presença ou ausência do catalisador, exceto no caso de esporos mais 
resistentes, nomeadamente de A. fumigatus. Assim, nestas circunstâncias, a presença do 
catalisador apenas parece acelerar ligeiramente a velocidade de inativação, no caso dos 
fungos. Sendo que no caso das bactérias, a presença de catalisador é fundamental para 
a sua inibição, uma vez que apesar de se ter observado fotólise durante o tempo de 
ensaio, a inibição foi muito reduzida. 
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4 Conclusões 	  
• As ETARs urbanas são uma fonte de bioaerossóis que podem afetar a saúde 
dos seus trabalhadores, bem como a saúde da população circundante.  
• Uma maior concentração de microrganismos no ar das ETARs vai aumentar a 
probabilidade de aparecerem doenças relacionadas com a exposição a 
bioaerossóis. Para além disso, as características dos microrganismos 
(patogenicidade) e a susceptibilidade dos indivíduos, também vão influenciar a 
propagação de doenças por inalação de bioaerossóis presentes no ar. 
• A fotocatálise tem demonstrado ser uma técnica promissora para a inativação 
de microrganismos em fase líquida.  
• Foi possível concluir, neste estudo exploratório em meio líquido,  que a taxa 
de sobrevivência dos microrganismos em estudo diminuiu com o aumento da 
concentração de catalisador e com o aumento da exposição à radiação UVA.  
• De uma forma geral, o P25 apresenta um melhor desempenho na inibição do 
crescimento dos microrganismos.  
• Os fungos apresentaram uma maior resistência à inativação, 
comparativamente às bactérias. 
• Foi demonstrado que é possível a realização de descontaminação em fase 

















5 Perspetivas Futuras 	  
Este trabalho baseou-se na demonstração da eficácia das técnicas fotocatalíticas 
para a inativação de microrganismos em fase líquida, com o objetivo e otimizar as 
condições de ensaio para a sua realização em fase gasosa. Desta forma, sugere-se: 
• A repetição de alguns dos ensaios, uma vez que o número de ensaios foi 
de 2 em alguns dos agentes testados; 
• A utilização destes sistemas fotocatalíticos com outras espécies que foram 
isoladas da ETAR do litoral de Portugal, principalmente com as espécies 
resistentes aos antibióticos; 
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Anexo 1 - Diagrama esquemático de uma ETAR portuguesa (adaptado de Teixeira, et al. 
2012).  







1- Gradagem, 2 – SEDIPAC, 3/4 - Sedimentação secundária, 5 - Espessador, 6 - 
Desidratação mecânica de lamas, 7 - Zona de tratamento de lamas, 8 - Controlo exterior. 
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Anexo 2 - Classificação de bactérias de acordo com a sua infeciosidade (Diretiva 
2000/54/EC). 
 
PT Jornal Oficial das Comunidades Europeias17.10.2000 L 262/31
Agente biológico Classificação Notas
BACTÉRIAS
e afins
Nota: No que se refere aos agentes biológicos constantes da presente lista, a menção «spp» refere-se às outras espécies












Bartonella quintana (Rochalinaea quintana) 2
Bartonella (Rhochalinea) spp 2
Bordetella bronchiseptica 2
Bordetella parapertussis 2









Burkholderia mallei (Pseudomonas mallei) 3







Chlamydia psittaci (estirpes de aviário) 2
Chlamydia psittaci (outras estirpes) 3
Clostridium botulinum 2 T
Clostridium perfringens 2
Clostridium tetani 2 T, V
Clostridium spp 2











PT Jornal Oficial das Comunidades Europeias 17.10.2000L 262/32





Eschericia coli (excluindo as estirpes não patogénicas) 2
Escherichia coli, estirpes verocitotoxigénicas (por exemplo O157:H7 ou O103 3 (**) T
Flavobacterium meningosepticum 2
Fluoribacter bozemanae (Legionella) 2
Francisella tularensis (tipo A) 3
















Mycobacterium africanum 3 V
Mycobacterium avium/intercellulare 2












Mycobacterium tuberculosis 3 V













(**)podem apresentar risco de infeção limitado para os trabalhadores, porque não são 
geralmente infeciosos por transmissão por via aérea.  
PT Jornal Oficial das Comunidades Europeias17.10.2000 L 262/33
















Rickettsia akari 3 (**)
Rickettsia canada 3 (**)
Rickettsia conorii 3
Rickettsia montana 3 (**)








Salmonella paratyphi A, B, C 2 V
Salmonella typhi 3 (**) V
Salmonella (outras variedades serológicas) 2
Serpulina spp 2
Shigella boydii 2
Shigella dysenteriae (tipo 1) 3 (**) T

















Yersinia pestis 3 V
Yersinia pseudotuberculosis 2
Yersinia spp 2
(**) Ver nota introdutória n.o 8.
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PT Jornal Oficial das Comunidades Europeias17.10.2000 L 262/39
Agente biológico Classificação Notas
FUNGOS
Aspergillus fumigatus 2 A
Blastomyces dermatitidis (Ajellomyces dermatitidis) 3
Candida albicans 2 A
Candida tropicalis 2
Cladophialophora bantiana (anteriormente: Xylahypha bantiana, Cladosporium) 3
bantianum ou trichoides 3
Coccidioides immitis 2 A
Cryptococcus neoformans var. neoformans (Filobasidiella neoformans var. neoformans) 2 A
Cryptococcus neoformans var. gattii (Filobasidiella bacilispora) 2 A
Emmonsia parva var. parva 2
Emmonsia parva var. crescens 2
Epidermophyton floccosum 2 A
Fonsecaea compacta 2
Fonsecaea pedrosoi 2
Histoplasma capsulatum var. capsulatum (Ajellomyces capsulatus) 3
Histoplasma capsulatum duboisii 3
Madurella grisea 2
Madurella mycetomatis 2
Microsporum spp 2 A
Neotestudina rosatii 2
Paracoccidioides brasiliensis 3
Penicillium marneffei 2 A
Scedosporium apiospernum (Pseudallescheria boydii) 2 A
Scedosporium prolificans (inflatum) 2
Sporothrix schenckii 2
Trichophyton rubrum 2
Trichophyton spp 2
